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Nagy felbontdkepessegu folyadekkromatografiai modszer szerves 

vegyuletek feibontasara 



A talalmany vegyuletkonyvtarak, ezen belul eisdsorban kombi- 
natorikai es elso generacios konyvtarak tisztitasara ea/vagy jellem- 
zesere vonatkozik. 

Jelenleg szamos eljaras tsmert a szintetikus vegyuletek tisztita- 
sara. Ezek az eljarasok altalaban egyetlen celvegyulet tobbfele 
szennyezodestol vaio tisztitasat foglaljak magukban. 

Az eloaltitott vegyuletek viszonylag nagyszamu kombinatorikai- 
es elso generacios konyvtarba tartoznak. A vegyuleteket gyakran 
szintetizaljak sokmer6helyes talcakon vagy sok kemcsovet tartalma- 
zo mintavevon tobb ezer rokonvegyulettel egyiitt. Az ilyen mennyi- 
segben szintetizalt vegyuletkonyvtarakat nehez ugyanilyen mennyi- 
segben tisztitani es jellernezni. 

A nagyszamu vegyulet tisztitasanak egyik lehetosege az egyes 
vegyuletek ismetelt kromatografalasaval valosithato meg. Ez minden 
egyes molekula teljes szintezisciklusat es feldolgozasat foglalja ma- 
gaban. Ebben az esetben gyakran nagyon sok idot igenyel a tiszti- 
tando vegyuletek megfelelo tisztitasi eljarasanak kidoigozasa. 

Felmerult az igeny olyan, vegyuletkonyvtarak tisztitasara 
es/vagy jellemzesere alkalmas hatekony eljarasra, amely szerves 
vegyuletek szeles koreben atkalmazhato. Talalmanyunk celja ilyen 
eljaras biztositasa. 

Tehat talalmanyunk celja vegyuletek, kulonosen vegyuletkonyv- 
tarak, megpedig kombinatorikai es elso generacios konyvtarak ve- 
gyuleteinek tisztitasara es/vagy jellemzesere alkalmas eljaras bizto- 
sitasa. Talalmanyunk kiterjed az eljarasban alkalmazhato tisztito be- 
rendezesre is. 
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Talalmanyunk azon a felismeresen alapul, hogy a szerkezetileg 
hasonlo, peldaul a kombinatorikai es elso generacios konyvtarakba 
tartozo vegyiiletek vekonyreteg-kromatografias (TLC) lemezen meg- 
hatarozott retencios faktora (Rf) es nagy felbontokepessegu folya- 
dekkromatografias (HPLC) oszlopon meghatarozott retencios ideje 
tobbnyire hasonlo. Eljarasunkban ezt a felismerest hasznaljuk fel a 
hasonlo vegyuletekbol alio konyvtar optimalis tisztitasi koriilmenyei- 
nek meghatarozasara. 

A legtobb vegyiilet meghatarozott oszloptoltet, oldoszerrendszer 
es aramlasi sebesseg mellett meghatarozott mertekben hajlamos az- 
analitikai es/vagy preparativ HPLC osztoprol elualodni. Hasonlo mo- 
don a legtobb vegyiilet a TLC lemezen is meghatarozott mertekben 
mozdul el. Amig bizonyos vegyuletek egyaltalan nem mozdulnak el 
(Rf«0), masok kis Rf erekkel (peldaul 0,05<Rf<0,2) I kozepes Rf er- 
tekkel (peldaul 0,2<Rf<0,8) vagy nagy Rf ertekkel (peldaul Rf>0,8) 
mozdulnak el. Konnyen meghatarozhato az a harom vagy tobb, elo- 
nyosen negy vagy tobb Rf zonabol alio sorozat vagy - analitikai 
HPLC eseteben - retenciosido-zona sorozat, amelyben a konyvtar 
vegyuleteinek tobbsege elualodik (analitikai HPLC eseten) vagy el- 
mozdul (TLC eseten), peldaul egy TLC lemezen kis, kozepes es nagy 
Rf ertekekkel. Ezek a zonak megfelelnek a preparativ vagy 
felpreparativ HPLC alkalmazasaval vegzett preparativ vagy fel 
preparativ eljarasoknak. 

Egy adott analitikai HPLC es/vagy TLC protokoll eseten alkal- 
mazott preparativ HPLC korulmenyek ugy azonosithatok, hogy az 
egyik zona vegyuletei elvalaszthatok a tobbi zona vegyuletettol. En- 
nek megfeleloen, ha a vegyiiletkonyvtar reprezentativ mintajaban 
levo osszes vagy ienyegeben osszes vegyiilet ugyanabban a zonaban 
van jelen, akkor a konyvtar ugyanazon HPLC protokoll aikalmazasa- 



val tisztithato, es az konnyen megfeleltetheto egy TLC es/vagy ana- 
litikai HPLC zdnanak. 

A talalmanyunk szerinti eljaras egy vegyiiletkonyvtarbol, meg- 
pedig kombinatorikai vagy elso generacios konyvtarbol szarmazo 
reprezentativ vegyuletminta TLC es/vagy analitikai HPLC vizsgalata- 
ra vonatkozik, amelynek soran meghatarozzuk, hogy a minta a TLC 
lemezen melyik zonaban mozdut el, es/vagy az analitikai HPLC osz- 
loprol melyik zonaban elualodik. A zona azonosttasa utan a konyvtar 
tisztitasara egy megfelel6 preparativ vagy felpreparattv eJjarast 
hasznaiunk. 

A vegyuletkonyvtar tisztitasara alkalmas korulmenyeket a 
konyvtar egy reprezentativ mintajan hatarozhatjuk meg egy adott 
analitikai HPLC oszlopon, oldoszerrendszerrel es aramlasi sebes- 
seggel es/vagy egy adott TLC lemezen es oldoszerrendszerrel veg- 
zett utirany kutatassal. A megfelelo preparativ vagy felpreparativ 
HPLC eljaras a tisztitasi parameterek megvaltoztatasa nelkul alkal- 
mazhato a vegyuletkonyvtar tisztitasara, ezaltal egyetlen eljaras al- 
kalmazhato a teljes konyvtarra. 

A megfelelo mintameret nagysagrendje a konyvtar 2 % es 5 % 
kozotti hanyada a konyvtarban levo vegyuletek kulonbozosegetol 
fuggden. Ezt a megkozelitest a tovabbiakban n utirany kutatasnak" 
nevezzuk, mivel ezzel deritjuk fel a megfelelo tisztitasi utat. 

A reprezentativ vegyuletmintan elonyosen mind TLC mind HPLC 
vizsgalatot vegzunk. Az is elonyos, ha a teljes konyvtar tisztitasa 
elott a konyvtarbol szarmazo vegyuletmintan preparativ vagy 
feipreparativ HPLC vizsgalatot vegzunk. Ez iehetoseget nyujt annak 
bizonyttasara, hogy a kortilmenyek megfelelok a teljes konyvtar tisz- 
titasara vagy peldaul a reprezentativ mintaban levo vegyuletek tisz- 
tasaganak meghatarozasara. A TLC vizsgalatot elvegezhetjuk a 



konyvtar 10 %-a es 100 %-a kozotti, eldnydsen 50 %-a es 100 %-a 
kozotti hanyadan, es ezt a TLC vizsgalatot osszehasonlitjuk a repre- 
zentativ mintaeval. A teijes konyvtaron vegzett TLC eljarassal 
es/vagy a reprezentativ vegyuletminta tisztasaganak, meghataroza- 
saval biztosithatjuk a konyvtar nagy reszenek megfeleioen tisztasa- 
gat. Ha a reprezentativ minta tisztasaga nem megfelelo, vagy ha a 
konyvtar TLC vizsgaiata nem megfeleioen egyezik a reprezentativ 
mintaeval, mas HPLC korulmenyeket hasznalunk. 

A reprezentativ mintanak Iehet6leg fel kell olelnie a konyvtarban 
szintetizalt legpolarosabb es legkevesbe polaros vegyuleteket, ez_ 
segit a teijes konyvtarra alkalmazhato eljaras kidolgozasaban. 

A talalmanyunk szertnti eljarassal jelentos ido takarithato meg a 
vegyiiletkonyvtar tisztjtasa es jellemzese soran es a vegyuletek 
90 %-osnal nagyobb tisztasaggal allithatok elo. 

A vegyuleteket altalaban kombinatorlkai konyvtarak formajaban 
gyakran sokmerohelyes talcakon vagy sok kemcsovet tartalmazo 
mintavevon szintetizaljak. A vegyuletek szinteziseben, tisztitasaban 
es vizsgalataban a legjelentosebb szuk keresztmetszet a vegyuletek 
tisztitasi korulmenyeinek meghatarozasa. A talalmanyunk szerinti 
eljarasban reszletesen ismertetjuk, hogyan tisztithato a rokon szer- 
kezetu vegyuletek teijes konyvtara. 

Az eljaras azon a felismeresen alapul, hogy szerkezetileg ha- 
sonlo vegyuletek, amelyek peldaul kombinatorikai es elso generaci- 
6s konyvtarakba tartoznak, vekonyreteg-kromatografias (TLC) leme- 
zen es nagy felbontokepessegu folyadekkromatografias (HPLC) osz- 
lopon mutatott retencios ideje gyakran nagyjabol hasonlo. Egy adott 
szorbens, oldoszerrendszer es aramlasi sebesseg eseten a legtobb 
vegyulet a lemezen meghatarozott mertekben mozdul el. Peldaul bi- 
zonyos vegyuletek egyaltalan nem mozdulnak el (Rf erteke kozel 0), 



masok Ms Rf etekkel (peldaul 0,05 es 0,2 ertekhatarok kozott), koze- 
pes Rf ertekkel (peldaul 0,2 es 0,8 ertekek kozott) vagy nagy Rf er- 
tekkel (0,8-nal nagyobb ertek) mozdulnak el. Eljarasunk soran ezt a 
felismerest alkalmazzuk a hasonlo vegyiileteket tartalmazd konyvta- 
rak optimalis tisztitasi korulmenyeinek kidolgozasara. 

Eljarasunk elonye, hogy amennyiben vegziink analitikai HPLC 
vizsgalatot, azt egy reprezentativ mintan vegezzuk a preparativ 
HPLC eljaras vegrehajtasa elott. Az itt ismertetett eljaras alkalmaza- 
san alapulo preparativ HPLC eljarassal tisztitott osszes vagy Jenye- 
geben osszes vegyulet tlsztasaga 90 %-osnal nagyobb. 

.Preparativ HPLC" es hasonlo kifejezeseken olyan HPLC rend- 
szert ertunk, amellyel a ^g-ok felsotartomanyaba eso (500 ^g vagy 
ennel nagyobb) vagy mg-os vagy g-os meretu termekfrakciok bizto- 
sithatdk. .Preparativ" kifejezesen preparativ es felpreparatlv oszlo- 
pokat ertunk, azonban nem ertjiik bele az olyan analitikai oszlopokat, 
amelyekkel ng es a kisebb ng tartomanyba tartozo frakcidk alllthatok 
elo. 

A kapcsolo szelepre vonatkozoan a mechanikusan mukodtetheto" 
kifejezesen olyan szeiepet ertunk, amelynek kulonbozo helyzeteit 
nem manualis modon, peldaul szamitbgeppel mukodtetjuk. Ez a 
mechanikus mukodtetes lehet elektromos (azaz szolenoiddal szaba- 
lyozott szelep), pneumatikus (azaz legnyomassal szabalyozott sze- 
lep), hidraulikus (folyadeknyomassal szabalyozott szelep) vagy bar- 
milyen 'mas ekvivalens megoldas. 

„HPLC kompatibiiis detektor" kifejezesen HPLC rendszerben 
torteno hasznalatra alkalmas detektort ertunk, amely a vegyuietcsucs 
eluciojanal detektalhatb jelet biztostt. Peldaul HPLC kompatibiiis 
detektornak nevezziik az olyan detektort, amely jelet kepes gene- 
ralni, amikor egy vegyulet elualodik az oszioprdl. Amikor a kompo- 



nens abszorbanciaja szeles hatarok kozott valtozik, egynel tobb de- 
tektor alkalmazasa valhat szuksegesse. Jnkompatilbilisnak" nevez- 
zuk a detektort, ha keptelen egy nem kivant csucs detektaiasara. 

8 Hulladektarta»y" kifejezesen a kereses vegyuletet nem tartal- 
mazo eluatumok, peldaul a futtatasok kozben az oszlop regenerala- 
sara hasznalt oldoszer vagy a kerdeses vegyuiet elualasa elott es 
utan az oszloprol lejovo eluatumok dsszegyujtesere szolgalo tartalyt 
ertjuk. Alkalmas hulladektartalyok lehetnek peldaul lombikok, palac- 
kok vagy iivegek. 

HPLC berendezes 

A helyettesito kromatografia (peldaul a HPLC) azon az elven 
alapul, hogy a minta egyensulyban van az alldfazts (SP) es a moz- 
gofazis (MP) kozott, az SP iranyaban eltolodva. Egy minta egyes 
komponensei ugy helyettesitik egymast, mint a vonatok, ahol az SP 
irant nagyobb affinitast mutato helyettesito anyag ezt a vonatot 
reszletekben kitolja az oszloprol. A helyettesito kromatografia legis- 
mertebb peldai a gazkromatografia, a folyadekkromatografia es a 
HPLC. 

Egy HPLC berendezes jeilemzoen legalabb az alabbi komponen- 
seket foglalja magaban: egy megfelelo allofazissal toltott oszlop, egy 
mozgofazis, egy szivattyu, ami a mozgofazist nyomas alatt az oszlo- 
pon keresztfil nyomja, es egy, az oszloprol elualodd vegyuletek je- 
lenletenek detektaiasara alkalmas detektor. A berendezes adott 
esetben gradiens eiucio biztositasara alkalmas eszkozt is tartalmaz, 
habar ez nem feltetleniil szukseges a talalmanyunk szerinti eljaras 
megvalositasahoz. 

A HPLC elvalasztasi eljaras kivitelezesere alkalmas szokasos 
eljarasokat es berendezeseket a szakirodalomban ismertettek, pel- 
daul az alabbi irodalmi helyeken: J. Chromatography; 192, 222-227 



(1980), J. liquid Chromatography; 4, 661-680 (1981) es J. 
Chromatography; 249, 193-198 (1982). 

Megfelelo allofazisok azok, amelyekben a kerdeses vegyiilet 
elualodik. Elonyos oszlopok a reverz fazisu oszlopok, amelyek lehet- 
nek termeszetes (kiiionbozo hosszusagu alkillancokat tartalmazo 
szilikage!) vagy szintetikus {sztirol- es divinilbenzol-tartalmu) terha- 
lositott polimer alapuak. Az allofazis reszecskemerete nehany \im es 
nehany szaz ^m kozotti tartomanyban van. A legelonyosebb allofazis 
egy Cis osziop. 

A megfelelo detektald berendezes lehet peldaul tomeg-_ 
spektrometer vagy UV detektor. Az itt ismertetett eljarasokban mind- 
ket fenti tipusu detektort alkalmazzuk a minta meghatarozasara. 

Az itt ismertetett eljarasban a szivattyufejtol, az oszlopmerettol, 
a mozgofazistol es a szorbens reszecskemeretetol fiiggoen gyakran 
van sziikseg viszonylag nagy (peldaul korulbelul 2000 pszi) nyomas 
atkalmazasara. Ez a nyomas meghaladhatja a preparativ HPLC nor- 
malis mukodesi korulmenyei kozott szokasosan alkalmazott erteket. 
Az eljarasban szinten gyakran van sziikseg a szokasos preparativ 
HPLC eljaras normalis mukodesi korulmenyei kozott vegzett haszna- 
latot meghalado (peldaul 30 mt/perc erteket meghalado) merteku 
mozgofazis aramlasi sebesseg alkalmazasara. 

Egyes megvalositasi m6doknal mozgofaziskent metanol/viz ele- 
gyet hasznalunk. A metanol/viz" oldoszerrendszerek surubbek, mint 
az egyeb, acetonitril/viz elegyen alapulo ekvivalens rendszerek 
(amelyeket gyakrabban hasznalnak, azonban koltsegesebbek). A 
megnovekedett viszkozitas nagyobb ellennyomast hoz letre, ez na- 
gyobb nyomasturokepessegu es a normalisnal tagabb belso atmeroju 
csovezetet igenyei. Tovabba a viszonylag kis (peldaul 5 p.m vagy ki- 



sebb) reszecskemeretu oszloptoltet (szorbens) alkalmazasa ellen- 
nyomast okoz, ami szinten tagabb csdvezet alkalmazasat igenyli. 
Tisztitasi eljaras 

Az eljaras hasonlo szerkezetu vegyuleteket tartalmazd konyv- 
tarboi szarmazo reprezentativ vegyuletminta TLC es/vagy anaiitikai 
HPLC eljarassal torteno feldolgozasat foglalja magaban, ameilyel 
meghatarozzuk, hogy ezek melyik zonaban mozdulnak el a TLC le- 
mezen es/vagy elualodnak az anaiitikai HPLC oszloprdl. A zona azo- 
nositasa utan egy megfelelo preparativ vagy felpreparatlv eljarast 
hasznalunk a konyvtar tisztitasara. 

A TLC lemezen a retencios faktorok es/vagy az anaiitikai HPLC 
feiveteien a retencios idok harom vagy tobb zona sorozata hataroz- 
hato meg es viszonyithato az egyes zonak preparativ HPLC proto- 
kolljahoz. A zonak peldaul a TLC lemezen kicsi, kozepes es nagy Rf 
ertekuek lehetnek, ahol a kicsi kozepes es nagy onkenyes kifejeze- 
sek, amelyek barmilyen megfelelo modon definialhatok az adott 
preparativ vagy felpreparatlv HPLC protokollnak megfeieloen, 
ameilyel az egyik zona vegyuletei elvaiaszthatok a tobbi zona ve- 
gytileteitol. Az adott anaiitikai HPLC es/vagy TLC protokoll alapjan 
azonosithatok azok a HPLC korulmenyek, amelyek kozott az egyik 
zonaba tartozo vegyuletek elvaiaszthatok a tobbi zonaba tartozo ve- 
gyuletektol. 

Ennek megfeieloen, ha egy TLC vagy anaiitikai HPLC vizsgalat 
eredmenye azt mutatja, hogy egy konyvtar osszes vagy lenyegeben 
osszes vegyulete (azaz tobb mint 95 %-a) ugyanazon zonaban van 
jelen, akkor ezek mindegyike ugyanazon HPLC protokoll alkalmaza- 
saval tisztithato. 

Reprezentativ minta kifejezesen jellemzoen a konyvtar keve- 
sebb, mint 10 %-at elonyosebben a konyvtar kevesebb, mint 5 %-at 



es legelonyosebben a konyvtar 2 %-a es 5 %-a kozotti reszet ertjiik. 
A mintaban levo vegyuletek szama fugg a konyvtar diverzitisatol {a 
poiaritast, tovabba a HPLC oszlop retencios idejet vagy a TLC lemez 
retencios faktorat tekintve). A reprezentativ vegyuleteknek fel kell 
olelniiik a konyvtarban szintetizalt legpolarosabb es iegkevesbe poia- 
ros vegyuletek koret {ha ez lehetseges) a konyvtar vegyuletein al- 
kalmazhato eijaras kidolgozasanak eiosegitesere. 

Zona kifejezesen egy retencios ido tartomanyt vagy egy retenci- 
os faktor tartomanyt ertunk. Peldaul bizonyos vegyuletek egyaltalan 
nem mozdulnak el (Rf ertek kozel 0) masok kis (peldaul 0,05 es 0,2_ 
kozotti) Rf ertekkel, kozepes (peldaul 0,2 es 0,8 kozotti) Rf ertekkel 
vagy nagy (nagyobb mint 0,8) Rf ertekkel mozdulnak el. Egy TLC et- 
jarasban ezen retencios faktor tartomanyok alkalmazasaval harom 
zona, megpedig kicsi, kozepes es nagy zona azonoslthato. A zonak 
oiyan preparativ vagy felpreparativ HPLC koriilmenyeknek felelnek 
meg, amelyekkel a TLC lemezen az adott zonaban Rf ertekkel moz- 
dulo vegyuletek tisztithatok. Egy vegyuletsorozatot TLC es 
preparativ HPLC eljarasnak vetunk ala ezen reprezentativ z6nak al- 
kalmazasaval, az eredmenyek az 1. peldaban lathatok. A vegyuletek 
TLC lemezen torteno elualasahoz elonyosen 80 terfogat% metanolt 
es 20 terfogat% vizet tartalmazo oldoszerrendszert alkalmaznak, ezt 
az oldoszerrendszert hasznaljuk az 1. peldaban. 

A tisztttasi protokollban negy vagy tobb zbnat haszrialunk. A 
szakteruleten jaratos szemely a megfelelo zonasorozatokat figyelem- 
be veve szubjektiv modon konnyen meghatarozhatja a TLC lemezen 
az adott oldoszerrendszer alkalmazasaval kapott retencios faktor 
tartomanyokat vagy az analittkai HPLC oszlopon az adott oszloptoltet 
es oldoszerrendszer alkalmazasaval kapott retencios ido tartomanyo- 
kat, es meghatarozatja az ezen zonaknak megfelelo preparativ 



HPLC korulmenyeket, amellyel az adott zonaba tartozo osszes ve- 
gyulet tisztithato. 

Az itt ismertetett eljaras alkaimazasaval konnyen meghataroz- 
hatok a teljes konyvtarra alkaimazhato korutmenyek. Ez lenyegesen 
gyorsabb futtatasi idot eredmenyez a konyvtarak tisztitasanal a szo- 
kasosan atkalmazott eljarasokkal osszehasonlitva, amelyeknel az 
egesz konyvtarra kiterjedo analitikai HPLC eljarast vegeznek a 
konyvtar preparativ HPLC eljarassal torteno feldolgozasara. 

A konyvtar reprezentativ mintajanak vizsgalata alapjan .kidol- 
gozhatjuk a vegyuletkonyvtar tisztitasahoz sziikseges megfeielo ko-_ 
rulmenyeket az adott analitikai HPLC osziopra, oldoszerrendszerre 
es aramiasi sebessegre es/vagy az adott TLC retegre es oldoszer- 
rendszerre. A konyvtar vegyuleteinek tisztltasara egy megfeleio 
preparativ vagy felpreparativ HPLC eljarast alkalmazhatunk a tiszti- 
tasi parameterek megvaltoztatasa neikul, ezaltal egyetlen eljaras al- 
kalmazhato a teljes konyvtarra. 

Elonyosen mind a TLC mind a HPLC eljarast a minta vegyuletein 
vegezzuk. Az is elonyos, ha a teljes konyvtar tisztitasa elott 
preparativ vagy felpreparativ HPLC eljarast vegzunk egy, a konyv- 
tarbol szarmazo vegyuletmintan. Ezzel igazolhato, peldaul a repre- 
zentativ mintaban levo vegyuletek tisztasaganak meghatarozasaval, 
hogy a koriilmenyek alkalmasak az egesz konyvtar tisztitasara. A 
konyvtar 10% es 100% kozotti, eldnyosen 50% es 100 % kozotti 
hanyadan TLC vizsgaiatot is vegezhetunk, es osszehasoniithatjuk a 
reprezentativ minta TLC vizsgalatanak eredmenyevel. A teljes 
konyvtar TLC vizsgalataval es/vagy egy reprezentativ vegyuletminta 
tisztasaganak meghatarozasaval igazolhato a konyvtar nagy resze- 
nek megfeleio tisztasaga. Ha a reprezentativ mintaban a tisztasag 
nem megfeleio vagy a konyvtar TLC vizsgalatanak eredmenye nem 



illeszkedik megfeleioen a reprezentativ mintaehoz, akkor mas 
preparativ HPLC korulmenyeket valaszthatunk. 

A talalmanyunk szerinti eljaras alkalmazasaval a konyvtar ve- 
gyuleteinek tisztitisaban es jellemzeseben jelentos ido takarithato 
meg, es a vegyuletek 90 %-osnal nagyobb tisztasaggal allithatok elo. 

Talalmanyunk egyik megvalositasi modja az alabbi lepeseket 
tartalmazo eljarast foglalja magaban: 

a) a tisztltando vegyuletkonyvtar kivalasztasa, 

b) a konyvtar reprezentativ mintajan vegzett TLC es/vagy.anali- 
tikai HPLC eljaras, amely minta a konyvtar 10 %-anai kisebb hanya^ 
dat foglalja magaban, 

c) a megfelelo preparatlv HPLC eljaras meghatarozasa attol 
fuggoen, hogy a reprezentativ minta az analitikai HPLC oszloprol ho- 
gyan elualodik (retencios idozonak azonositasa) es/vagy a minta TLC 
lemezen hogy mozdul el (retencios faktor zonak azonositasa), es 

d) lenyegeben a teljes konyvtar tisztitasa, 

ahol a megfelelo preparativ HPLC eljarast az analitikai HPLC 
eljarassal kapott harom vagy tobb retencios idozona kozotti korrela- 
cio es/vagy TLC eljarassal kapott retencios faktor zonak kozotti kor- 
relacio alapjan dolgozzuk ki, ezaltal, ha lenyegeben az egesz repre- 
zentativ vegyuletminta egy adott zonaba esik, egy megfelelo 
preparativ HPLC protokoll hasznalhato a zonaba eso vegyuletek 
tisztitasara. 

Az a) iepesben elonyosen mind analitikai HPLC mind TLC elja- 
rast vegzunk. A reprezentativ mintat elonyosen preparativ HPLC elja- 
rassal tisztitjuk a teljes vagy lenyegeben teljes konyvtar tisztitasa 
elott. A reprezentativ minta tisztitasa utan elonyosen meghatarozzuk 
a minta vegyuletetnek tisztasagat. Ezzel gyorsan es hatekonyan elle- 
nortzheto az eljaras hatekonysaga. 



A tisztasag meghatarozasa utana adott esetben azonos vagy le- 
nyegeben azonos korulmenyek kozott vegrehajtjuk az a) lepes sze- 
rinti TLC eijarast a konyvtar 10 % es 100 % kozotti, elonyosen 50 % 
es 100 % kozotti hanyadan, Ezzel igazoljuk, hogy a reprezentativ 
mintan alkaimazott tisztitasi korulmenyek a teljes konyvtarra alkal- 
mazhatok. 

A reprezentativ minta tisztasaganak elienorzesevel es konyvtar 
nagyobb reszen vegrehajtott TLC eljarassat igazolhatjuk, hogy az 
alkaimazott eljarassal a vegyiiletek megfeleloen tisztithatok es. a ko- 
rulmenyek a teljes konyvtarra alkalmazhatok. Ha nem erjiik el a ki-_ 
vant tisztasagot es/vagy ha a reprezentativ minta es a konyvtar 10 % 
es 100 % kozotti hanyadanak TLC vizsgalata azt mutatta, hogy a ve- 
gyiiletek nem azonos zonaban mozdulnak el, akkor egy masik 
preparativ HPLC protokollt kell kidolgozni. Bizonyos esetekben a 
konyvtar egy reszere kulon protokoll alkalmazhato. 

A teljes vagy a lenyegeben teljes konyvtar preparativ HPLC 
vizsgalata folyaman a frakcioszedest elonyosen a preparativ HPLC 
oszloprol elualodo mintaban levo kerdeses vegyulet UV es/vagy MS 
spektroszkopiaval detektalt jelenletekor kezdjuk meg. 

Egyik megvalositasi mod szerint a konyvtar vegyuleteinek tisz- 
titasa soran 

a) TLC vagy analitikai HPLC eljarassal meghatarozzuk a 
konyvtar egy vegyuletenek vagy reprezentativ vegyuletmintajanak Rf 
erteket vagy retencios idejet, 

b) az Rf erteket vagy retencios idot egy olyan parameter kesz- 
lettel viszonyitjuk a preparativ HPLC koruimenyekhez, amely megfe- 
lel a TLC vagy analitikai HPLC eijaras korulmenyeinek es 

c) a konyvtar egy vegyuleten vagy vegyutetein preparativ vagy 
felpreparativ HPLC eijarast hajtunk vegre, ahol 



i) a preparativ vagy felpreparativ HPLC oszloproi lejovo 
eluens egy reszet egy UV detektorba es egy masik re- 
szet egy tomegspektrometerbe (MS) tovabbitjuk, 

ii) a kerdeses vegyuiet UV es/vagy MS detektalassal jel- 
zett eiualodasa eiotti eluenst eldobjuk, 

iii) a kerdeses vegyuletet tartalmazo mintat tomegspekt- 
roszkopiaval jellemezzuk, 

iv) a kerdeses vegyuletet tartalmazo mintakat ossze- 
gyijjtjQk, 

v) az oszlopot egy megfelelo oldoszerrel mossuk, ezalta^- 
az oszloproi a szennyezodeseket eltavolitjuk, 

vi) az oszlopot ujra ekvilibraljuk es 

vii) a fenti lepeseket szukseg szerint minden egyes ve- 
gyuiet tisztitasara es/vagy jellemzesere megismetel- 
juk. 

A fenti eljaras az UV abszorbancia es az MS adatok egyldeju 
meghatarozasara alkalmas. Az MS eljarassal vegzett frakcioszedes- 
nek szamos kockazata van, ami a kivant vegyuiet elvesztesehez ve- 
zethet. Ilyen peldaul a molekulatomeg teves meghatarozasa, 
adduktum kepzodes kovetkezteben vagy a vegyuiet elveszhett annak 
kovetkezteben is, hogy nem ionizalodik az alkalmazott korulmenyek 
kozott. Masreszroi az MS-sel torteno frakcioszedes elonye, hogy 
csak nehany frakciot gyujt. Az MS-sei torteno frakcioszedes eionyeit 
kihasznalhatjuk es kovetkezmenyeit kikuszobolhetjuk a mind UV mind 
MS detektalas alapjan torteno frakcioszedessel. Azonban ezen meg- 
oldassal kapcsolatban problemat jelent, hogy nehez a frakcioszedest 
UV detektalassal meginditani es aramlasi gradienst alkalmazni. A 
folyadekaram MS detektor es a frakcioszedo kozotti megbizhato 
megosztasanak biztositasara a betaplalo szivattyu (ez egy folyama- 



tos higitast biztosito szivattyu, amely az MS berendezesbe belepo 
aramot higitja a folyadekaram masodik megosztasa elott) es a szon- 
da kozotti vezetekben az ellennyomasnak kisebbnek kell lennie, mint 
az oszlop utani kimenet es a frakciogyujtes kozotti vezetekben. A 
kivant nyomas eleresehez a standard HPLC berendezes csovezetet 
nagyobb atmerojure cserelhetjiik a nagyobb aramlasi sebesseg bizto- 
sltasara, es a frakciogyujteshez adott esetben UV/DAD (dioda rend- 
szeru detektor) vagy mas megfelelo detektort alkalmazhatunk. 

Adott esetben az alabbi lepeseket bajtjuk vegre. A vegyiletek- 
kel kapcsoiatos osszegyujtott informaciot (azaz UV abszorbanciara- 
es MS-re vonatkozo informaciot) egy megfelelo adatbazisban tarol- 
juk, elonyosen a vegyiiletekre vonatkozo tovabbi informaciokkal 
egyutt (mint peldaut a szintezis korulmenyek, biologiai vizsgalatok, 
kitermeles es hasonlok). A vegyuletek jellemezhetok peldaul ? H NMR 
vizsgalattal is. A vegyuletek gyorsabb tisztitasa celjabol a HPLC el- 
jarasban ket vagy tobb oszlopot alkalmazhatunk, amelyek egyiken 
tisztitjuk a vegyiileteket, amlg a masikat vagy tobbit tisztitjuk es re- 
generaljuk. Ezzel a lepessel kiiktatjuk a kromatografias ekvilibralasi 
idot. 

A trsztithato vegyuletek tipusai 

A talalmanyunk szerinti eljarassal barmilyen HPLC oszlopon 
elualhato szerves vegyuiet tisztithato. A tisztitando vegyuletek elo- 
nyosen egy vegyuletkonyvtar, elonyosebben egy elso generacios 
vagy kombinatorikai vegyuletkonyvtar reszet kepezik. Az eljaras al- 
kalmazasaval elerheto tisztasag jellemzoen nagyobb, mint 90 % elo- 
nyosen nagyobb, mint 95 %. 

„K6nyvtar" kifejezesen legalabb harom, elonyosen 10 2 es 10 9 
kozotti, elonyosebben 10 2 es 10 4 kozotti szamu vegyiiletet ertunk. 
Ezeket a vegyiileteket elonyosen egyetlen otdatban vagy a szinteti- 



zalasukra alkalmas reakcioelegyben allitjuk eld vegyuletsorozatkent, 
ami ezek egyszeru szinteziset teszik lehetove. A vegyuletkonyvtar 
minden egyes tagjat izolalhatjuk es adott esetben jellemezhetjuk. 

A vegyuletek jellemzoen mag szerkezetuek, ameiyek legalabb 
egy helyzetben, eionyosen ket vagy tobb helyzetben kulonbozo 
funkcioscsoportokkal modosithatok a konyvtar, peldau! kombinatori- 
kai vagy elso optimalizatasi vegyuletkonyvtar eloallitasa celjabol. 

A jeltemzo magszerkezet egyenes, elagazo vagy gyurus szerves 
vegyulet, amely legalabb harom szenatomot es iegalabb egy, elonyo- 
sen legalabb ket olyan reaktiv helyet tartalmaz, ameiyek a szerkezet_ 
megvaltoztatasara tranyulo reakcionak alavethetSk, altaiaban mas 
molekulaknak a reaktiv helyre torteno addiciojaval. 

A rovarirtoszerek csaladjaba tartoznak peldaul az 1-arll-pira- 
zolok, pirrolok, pirolidonok es nikotinsav-szarmazekok. Azonban a 
megfelelo kotodesi helyeken ligandum vegyuletek, peldaul szteroi- 
dok, hormonok, peptidek, feherjek, oligonukleotidok, oligoribonukle- 
otidok, enzimek es hasonlok kotddhetnek. 

Megfelelo mag szerkezetu vegyuletek peldaul a peptidek, fe- 
herjek, oligonukleotidok, oligoribonukleotidok, oligoszacharidok, al- 
kaloidok, kinolinok, izokinolinok, benzimidazolok, benzotiazolok, pu- 
rinok, pirimidinek, tiazolidinok, imidazopirazinonok, oxazolopirtdinek, 
pirrolok, piroiidinek, imidazolidonok, guinolonok, aminosavak, 
makroiidok, penemek, szacharidok, xantinok, benzotiadiazin, 
antraciklinek, dibenzocikloheptadienek, inoszitolok, porfirinek, 
korinok es geometrikus szilardsagot biztositd szenvazas vegyuletek 
(peldaul a dodekahedran). A mag szerkezetu vegyuletek szarmazhat- 
nak termeszetesen elofordulo vegyuletekbol vagy tartalmazhatnak 
nem termeszetes modosulatokat {ilyenek peldaul a nem termeszetes 
aminosavak es nukleotidok). 



Mag szerkezetiikben megfeleloen modositott vegyiiletek peldaul 
a kovetkezok: 

1) Aminosav-szarmazekok, amelyek lehetnek peldaul termesze- 
tes es szintetikus aminosav-maradekok beleertve az osszes terme- 
szetesen elofordulo aminosavak termeszetben elofordulo oldallan- 
cokkai modositott szarmazekait, vaitozatait es utanzatait; 
N-helyettesitett glicin maradekok;, termeszetes es szintetikus fajtak, 
amelyekrol ismert, hogy funkcidjukban utanozzak az olyan aminosav- 
maradekokat, mint a sztatin, besztatin es hasoniok. 

2) Nukleotid szarmazekok, amelyek lehetnek termeszetes es- 
szintetikus nukleotidok, mint az adenozin, timin, guanidin, uridin, 
citozin, ezek szarmazekai, tovabba puringyurut, cukorgyurut, foszfat- 
kotest utanzo valtozatai es ezek barmelyikenek vagy mindegyikenek 
kombinacidja. Nukleotid szondak (2 es 25 kdzotti nukleotidok) es 
oligonukleotidok (25-nel nagyobb nukleotidok), beleertve az osszes 
kulonbozd lehetseges szerkezeti modosulatot; a termeszetesen elo- 
fordulo nukleotidok homo- es heteroszintetikus kombinacioi es per- 
mutacioi; szintetikus purin vagy pirimidin fajtakat tartalmazo szarma- 
zekok es vattozatok vagy ezek utanzatai; kulonbozd cukorgyuru 
utanzatok es alternate alapvaz analogok szamos valtozata, beleert- 
ve a foszfodieszter-. foszfortionat-, foszforditionat-, foszforamidat-, 
alkil-foszfotrieszter-, szulfamat-, 3'-tioformaceta!-, metilen(metil- 
imino)-, 3-N-karbamat-, morfolino-karbamat- es peptid-nukleinsav- 
-analogokat, azonban talalmanyunk nem korlatozodik ezekre. 

3) Szenhidrat-szarmazekok, amelyek magukban foglalhatjak a 
termeszetes fiziologiailag aktiv szenhidratokat es rokon vegyuletei- 
ket, mint a glukdz, laktoz, szialsav, beta-D-glukozilamin es nojori- 
micin, amelyek glukozidaz inhibitorok; felcukrok, mint az 5a-karba-2- 
-D-galaktopirandz, amely ismert modon gatolja a Klebsiella 



pneumonia (n=1) novekedeset; szintetikus szenhidrat-maradekok es 
ezek szarmazekai (n=1), tovabba ezek termeszetben elofordulo 
osszes komplex oligomer permutacioja, beleertve a nagy molekula- 
tomegu mannoz-oligoszacharidokat, az ismert sztreptomicin antibio- 
tikumot (n>1). 

4) Termeszetben elofordulo vagy szintetikus szerves szerkezeti 
modosulatok. „M6dosulat" kifejezesen olyan szerves molekulat er- 
tunk, amely egy biologiai aktivitasu specialis szerkezetet tartalmaz, 
peldaul egy olyan molekula, amely egy enzim aktiv helyevel komple- 
menter szerkezetu. Ez a kifejezes magaban foglalhatja barmelyik jo*- 
ismert gydgyszervegyiilet alapszerkezetet, beleertve a farmako- 
forokat vagy ezek metabolitjait is. Ezek az alapszerkezetek lehetnek 
beta-laktamok, mint a penicillin, amely ismert modon gatolja a bakte- 
riumok sejtfalanak bioszinteziset; dibenzazepinek, amelyekrol ismert, 
hogy a CNS receptorokhoz kotodnek, es antidepresszanskent hasz- 
nalhatok; poliketid-makrolidok, amelyek a bakterium riboszomakhoz 
kotodnek es hasonlok. Altalanosan ismert, hogy ezek a szerkezeti 
modosulatok a ligandum akceptorokkal szemben specialis kivanatos 
kdtodesi tulajdonsagokat mutatnak. 

5) Reporter elemek, peldaul termeszetes vagy szintetikus teste- 
kek, vagy olyan reaktiv csoportot tartalmazo fotografias amplifi- 
kaciora kepes csapadekok, amelyek a szulfaminimid szerkezetbe 
vagy a reakciovazlatba szintetikus uton bevihetok, es a csoporton at 
rogzithetok anelkiil, hogy karos kolcsonhatasba lepnenek vagy befo- 
lyasolnak a csoport reporter funkciojat. Elonyos reaktiv csoportok az 
amino-, tio-, hidroxil-, karbonsav- es karbonsav-eszter-csoport, kiilo- 
nosen a metil-eszter-, savklorid-, izocianat-, alkil-halogenid-, aril- 
halogenid- vagy oxirancsoport. 



6) Polimerizalhato csoportot, peidaul kettos kotest vagy mas, 
kondenzaciora, polimerizaciora vagy kopolimerizaciora alkalmas 
funkcioscsoportot tartalmazo szerves csoport, ilyenek peidaul a 
vtnil-, oxiran-, karboxilcsoportok, savkioridok, eszterek amidok, aza- 
laktonok, laktonok es laktamok. Egyeb szerves csoportok is hasznal- 
hatok, peidaul az R es R' helyettesito jelenteseben megadottak. 

7) Nagymolekulaju komponensek, peidaul makromolekularis fe- 
luletek vagy szerkezetek, amelyek a szulfaminimid modulokhoz kii- 
lonbozo fent emfltett reaktiv csoportokkal oly modon kapcsolhatok, 
hogy azok nem gyakorolnak karos hatast a iigandum-receptor mole-_ 
kulahoz kotott kapcsolodo reszekre, es a rogzitett funkcioscsoport 
interaktiv aktivitasat a makromolekula hatarozza meg es korlatozza. 
Nagymolekulaju komponensek peidaul a porozus es nem porozus 
szervetien komponensek, mint a szilicium-dioxid, aluminium-oxid, 
cirkonium-oxid, titan-dioxid es hasonlok, amelyeket elterjedten al- 
kalmaznak kiilonbozo celokra, peidaul normalis es reverz fazisu kro- 
matografias elvalasztasra, viztisztitasra, tovabba festekpigmentek- 
ben es hasonlo esetekben; porozus es nem porozus szerves nagy 
molekulajii komponensek, peidaul szintetikus komponensek, mint a 
sztiroldivinil-benzol-agyak, kuldnbozo metakrilat-agyak, polivinilal- 
kohol-agyak es hasonlok, amelyeket elterjedten alkalmaznak feherje 
tisztitasra, vizlagyitasra es kuldnbozo egyeb alkalmazasokra; terme- 
szetes komponensek, mint a nativ es funkcioscsoportot tartalmazo 
cellulozok, peidaul az agaroz es a kitin, tovabba nylonbol, polieter- 
szulfonbol es barmilyen mas fent emiitett anyagbol kesziilt lapok es 
(ireges szalu membranok. Ezen makromolekulak molekulatomege el- 
erheti a korulbelul 2000 Daltont. 

A kemiai modositas lehet peidaul kemiai kotes, amelyet egy 
megfelelo szerves csoporttal, radtoaktiv-csoporttal, hidrogenatommal 



vagy olyan szerves csoporttal atkot, amely megfelelo elektro- 
filcsoportot, peldaui aldehid-, eszter-, alkil-halogenid-, keton-, nitril-, 
epoxid- vagy hasonlo csoportot tartalmaz; vagy egy megfelelo 
nukleofil csoporttal alkot, mint a hidroxil-, amino-, karboxiiat-, amid-, 
karbamion-, karbamid- vagy hasonlok, vagy az alabbiakban meghata- 
rozott egyeb szerkezeti diverzttast mutato elemek egyikevel alkot. 
Ezenkivul a kemiai modosltas lehet gyuru, biciklusos vagy triciklusos 
gyururendszer formajaban vagy olyan szerkezet formajaban, amely 
az elozo keplet altal meghatarozott vegyulet ismetlodo egysegenek 
vegehez vagy egyeb kulon csoporthoz kapcsolodik. 

A modosUasok lehetnek azonosak vagy kulonbdzoek, es ezek 
mindegyike magaban foglalhat egy vagy tobb szen-, nitrogen-, ken-, 
oxgenatomot vagy barmityen mas szervetlen elemet vagy ezek kom- 
binaciojat. Peldaui a mag szerkezet modosithato c'tano-, nitro-, 
hidroxil-, alkoxi-, tio-, egyenes vagy elagazo lancu alkil-, karbo- 
ciklusos aril- vagy helyettesitett vagy heterociklusos csoporttal vagy 
a modosulat lehet halogen- vagy oxigenatomot tartalmazd szarma- 
zek. A mddosulatok szomszedos molekulamagjukban kuionbozhetnek, 
es meghatarozott sztereokemiai rendszerben lehetnek azon szen- 
atom korul, amelyhez kapcsolodnak. 

A vegyuletek sokkemcsoves mintavevoben vagy sokmerdhelyes 
lemezen egy logikai rendszerben lehetnek elrendezve kemiai vegyu- 
letek rendszere formajaban. A vegyuleteknek elonyosen kozponti 
mag szerkezetuk van, es kulonbozo modosttasokat tartalmaznak, 
amelyek lehetove teszik a szerkezet-aktivitas osszefugges azonosi- 
tasat, ez altal lehetove valik az adott alkalmaz^sra optimalts vegyu- 
letek kivalasztasa. 

Az alrendszert es rendszert olyan minta szerint rendezhetjuk el, 
ami gyorsltja a szintezist, a tisztttast es az ertekelest, es a vizsga- 



latbol a legtobb informaciotartalom nyerheto ki, tovabba az adatok 
gyors kiertekeleset teszi lehetove. 

Az rendszer a vegyuletek logikusan kialakitott alrendszereibol 
epulhet fel. Az alrendszereket ugy alakitjuk ki, hogy azok a kozos 
szerkezetu es a szerkezetukben valtoztathato modositasokat tartal- 
mazo egyes kemiai vegyuletek szerkezetileg rokon, terben iranyit- 
hato rendszeret tartaimazzak. Az atrendszerek kulonosen jol aikal- 
mazhatok akkor, amikor a szerkezetet tobb helyzetben modosttjuk, 
es egy adott alrendszeren beliil barmelyik ket vegyiilet kozotti yaria- 
cio peldaul nulla (0) vagy egy (1) szerkezeti valtozast okoz. 

Ezek az alrendszerek es rendszerek rendszer-keszleteket tar- 
talmazo magasabbrendu rendszerekbe szervezhetok, es magasabb- 
rendu rendszerre fejleszthetok, amelyek informaciot nyujtanak a ker- 
deses kozos mag szerkezet optimalis szerkezeti tulajdonsagaira vo- 
natkozoan. 

Az atrendszerek olyan modon szervezhetok, hogy azok aiapjan a 
vegyuletek kozvetlen osszehasonlitasaval automatikusan informaciot 
kaphatunk az ismert fragmensek kivant alkatmazasra gyakorolt hata- 
sara vonatkozdan, tovabba a fizikai es reaktiv tulajdonsagokban be- 
kovetkezo valtozasokra gyakorolt hatasra vonatkozdan. A barmilyen 
n szamu fuggetlenul valtoztathato szerkezetileg diverz elembol alio 
egyszeru keszlet elmelete szerint n szamu olyan magasabbrendu lo- 
gikai rendszer letezik, ahoi az n szamu szerkezetileg diverz elem 
mindegyikenek megvaltozasara gyakorolt hatassal kapcsolatos infor- 
macio hasonlo modon kaphato meg a megfeleloen elrendezett al- 
rendszerek relativ iranyitottsagbol szarmazo vizsgalati adatok 
osszehasonlitasaval. 

Az optimalis jeloltnek a molekula mag osszes lehetseges szin- 
tetikus variaciojanak szknnelesevel torteno kivalasztasa inkabb fugg 



az adatgyujtesi eljarastol, mint a vegyuletvalasztasra vonatkozo 0 ra- 
cionalis" bazistol. A kivant fizikai es kemiai tulajdonsagok, azaz a 
kotodesi affinitas es a bioaktivitas, konnyen optimalizalhato, es koz- 
vetlenul osszefugg az adott rendszeren vagy alrendszeren beluli 
szerkezeti vattozasokkal. 

Mivel a sokkemcsoves mintavevoben az egyes vegyuletek ter- 
beli eihelyezkedese ismert, ezert a rendszer megvizsgalhato a ro- 
konszerkezettel kapcsolatos teljes informacio meghatarozasa ceija- 
bol, ezaltal pozitiv eredmenyt szolgaltat az alabbiakban: (1) egy ve- 
gyuletre vonatkozo informacio barmilyen meghatarozott terbeli elhe- 
lyezkedesen belul, (2) ezen informacio egyidejuleg milyen csatlakozo 
helyzetben van egy szisztematikusan egynemu szerkezetu vegyule- 
tekbol alio keszlethez kepest, (3) rokonszerkezetekre vonatkozo in- 
formacio kinyerese a negativ eredmenyekbo! a pozitiv eredmenyek 
ismereteben. 

A tisztitast elonyosen szamitogepes szabalyzassal vegezzuk, 
ahol a sokkemcsoves mintavevoben minden egyes kemcso elhelyez- 
kedeset vagy a sokmerohelyes lemezen az egyes merohelyek elhe- 
lyezkedeset egy szamitogepben eltaroljuk, tovabba a szintetizaiando 
vegyulet azonositasat is eltaroljuk a szamitogepben oly modon, hogy 
egy .memoriaterkepen" vagy mas modon hozzarendeljuk a vegyulet 
adatait a kemcso vagy merdhely helyzetehez. Egyik valtozat szerint a 
tisztitast manualisan is vegezhetjuk eionyosen egy sokkemcsoves 
mintavevon vagy sokmerohelyes lemezen, es az informaciot egy 
szamitogepen eltaroljuk. A kemcsovekben levo vegyuleteket tisztitjuk 
es/vagy jellemezzuk. 

Talalmanyunkat az alabbi peldakban mutatjuk be reszletesen, 
azonban talalmanyunkat nem kivanjuk az ezekben foglaltakra korla- 
tozni. 



1. Pelda: Analitikai eijarasok 

Egy vegyiiletsorozotatot futtatunk C18 TLC lemezen 80/20 ter- 
fogataranyu metanol/viz oldoszerrendszer alkalmazasavai. Azt talal- 
juk, hogy a>vegyuletek negy retenciosfaktor (Rf) tartomany egyikeben 
helyezkednek et ezek rendre: Rf=0, 0,05<Rg<0,2, 0,2<Rf<0,8 es 
Rf>0 ( 8. 

Azokat a vegyiiieteket, amelyek Rf erteke Q-tdl eltero egy 
50 fxm-es 50 mm-es C18 reverz fazisu HPLC oszlopon elualjuk, 
amelynek belso atmeroje 4,6 mm. A vegyuleteket ket oldoszerbdl alio 
rendszer valtozo gradiensenek alkalmazasavai elualjuk, ahol az A_ 
oldoszer 98/1,5 terfogataranyu viz/acetonitril elegy es a B oldoszer 
100 %-os metanol. 

A 0,2 es 0,8 kozotti Rf erteku vegyuleteket az alabbiakban is> 
mertetett I vagy II protokoll alkalmazasavai elualjuk. Azokat a ve- 
gyuleteket, amelyek Rf erteke 0,05 es 0,2 kozotti, az alabbiakban 
ismertetesre kerulo II vagy III protokoll alkalmazasavai elualjuk. 
Azokat a vegyuleteket, amelyek Rf erteke 0,8-nal nagyobb, az alab- 
biakban ismertetesre kerulo I vagy IV protokoll alkalmazasavai 
elualjuk. Az emlitett protokollokat az alabbiakban tablazatos forma- 
ban mutatjuk be. 



1. Tablazat 
I (analitikai) protokoll 



Ido (perc) 


Aramtasi sebes- 
seg (ml/perc) 


%A 


%B 


0,0 


1,5 


75 


25 


5,0 


1.5 


5 


95 


6 


1.5 


0 


100 


8,0 


1.8 


75 


25 



2. Tablazat 
II (analitikai) protokoll 



Ido (perc) 


Aramlasi sebes- 
seg (ml/perc) 


%A 


%B 


0 0 


1,5 


45 


55 


5,0 


1,5 


0 


100 


6 


1,5 


0 


100 


8,0 


1,8 


45 


55 



3. Tablazat 
111 (analitikai) protokoll 



Ido (perc) 


Aramlasi sebes- 
seg (ml/perc) 


%A 


%B 


0,0 


1,5 


30 


70 


5,0 


1,5 


0 


100 


6 


1.5 


0 


100 


8,0 


1,8 


30 


70 



4. Tablazat 
IV (analitikai) protokoll 



Ido (perc) 


Aramlasi sebes- 
seg (mi/perc) 


%A 


%B 


0,0 


1,5 


95 


5 


5,0 


1,5 


5 


95 


6 


1,5 


0 


100 


8,0 


1,8 


95 


5 



Ezen negy protokoll eseten analitikai oszlopot 6s az alabbi negy 
protokoll eseten (lasd 5-8. tablazat) preparativ HPLC oszlopot hasz- 
nalunk (50 u.m vagy kisebb reszecskemeretu C18 szorbenssel toltott 
50 mm x 20 mm-es oszlop). 



5. Tablazat 
I (preparativ) protokol! 



Ido (perc) , 


Aramiasi seoes- 
seg (ml/perc) 




^D 


0,0 


28.0 


90 


10 


5.0 


28.0 


75 


25 


6,0 


30,0 


5 


95 


7,0 


25,0 


0 


100 


9.0 


25,0 


90 


10 



6. Tablazat 
II (preparativ) protokoll 



Ido (perc) 


Aramiasi sebes- 
seg (ml/perc) 


%A 


%B 


0,0 


25 


70 


30 


1.0 


28 


45 


55 


6.0 


28 


0 


100 


7.0 


28 


0 


100 


9.0 


30,0 


70 


30 



7. Tablazat 
lit (preparativ) protokoll 



Ido (perc) 


Aramiasi sebes- 
seg (ml/perc) 


%A 


%B 


0.0 


15,0 


45 


55 


1,0 


28,0 


30 


70 


6,0 


28,0 


0 


100 


7,0 


28,0 


0 


100 


9,0 


30,0 


45 


55 



8. Tablazat 
IV (preparativ) protokoll 



Ido (perc) 


Aramlasi sebes- 
seq (ml/perc) 


0/ A 


/O w 


0,0 


15,0 


98 


2 


1,0 


28,0 


95 


5 


6,0 


28,0 


5 


95 


7,0 


28,0 


0 


100 


9,0 


30,0 


98 


2 



Ebben a peldaban az autoinjektor egy 819 injekcios szelepes 
inditoszerkezettel ellatott Gilson 215 folyadek adagolokar. A frakcio- 
szedo egy Gilson 215 folyadek adagolokar. Gradiensszivattyiikent ket 
50 SC szivattyufejjel ellatott 306 modell Gilson szivattyut haszna- 
lunk. A htgitosztvattyuk 1,5 SC szivattyufejjel ellatott Gilson 307 szi- 
vattyuk. Az ekvilibralashoz hasznalt szivattyii egy 50 SC szivattyu- 
fejjel ellatott programozhato 305 modell HPLC Gilson szivattyu. A 
kevero egy 806 Monometrikus modellel ellatott Gilson 81 1C dtnami- 
kus kevero. A monitor egy Gilson 806 modell nyomasmonitor. Az al- 
kalmazott HPLC detektorok egyike egy dioda rendszeru Gilson 170 
model! detektor. amely mikrotomegek meghatarozasara alkaimas 
Platform LC modell MS detektort tartalmaz. Az MS detektor mind at- 
moszferikus kemiai ionizalassal (APCI), mind Megaflow elektrospray 
ionizacios szondaval alkalmazhato atmoszferikus nyomasionizalo 
forrassal (API) eltatott kvadropolus tomeganalizatort tartalmaz. A 
tomegspektrometer egy rotacios szivattyuval es egy transzformator- 
ral van felszerelve. A kapcsoloszelepkent ket Gilson szeleppart es 
egy 10 portos Rheodyne kapcsoloszelepet hasznalunk. Az eloszto 
egy 1/1000 ACURATE LC toltet es egy Upchurch eloszto. Az adat- 
gyujto rendszer egy Digital CELEB GL-2 szamitogepbol egy, monitor- 



bol es egy Hewlett Packard Laser Jet 6P nyomtatobol all (Masslynx 
NT 3.1B6, Windows NT V.4,0 OpenLynx Version™, FractionLynx 1 * 1 es 
Gilson's Unipoint v. 1,64 software). 

Az automatizalt preparativ HPLC/UV/MS berendezes sematikus 
rajza az 1. abran lathato. 

A rendszer csomeretei a kovetkezok: 

A keverobol az injektorba, az injektorbol az oszlopba, az osz- 
lopbol az UV dioda rendszeru detektorba es az UV-bol az elagazas- 
dobozba vezeto cso Green Peek, Upchurch Scientific, INC 0,03" ID. 
A betaplald szivattyubol az efagazasdobozba vezeto cso Green Peek,- 
Upchurch Scientific, INC 0,01" ID. Az elagazasdobozbol az Upchurch 
elagazoba vezeto cs6 Green Peek, Upchurch Scientific, INC 0,007" 
ID. Az Upchurch elagazobol a hulladektartalyba vezeto cso Green 
Peek, Upchurch Scientific, INC 0,01" ID. Az elagazastol a frakcio- 
szedobe vezeto cso 0,04" ID (Tubing Accurate/FC cat. No. PE-1000 
FC). 

A csomeret 30 ml/perc aramlasi sebesseget es egy viszonylag 
kis (5 jxm vagy ennel kisebb) szorbens reszecskemeretet tesz lehe- 
tove az alabbiakban ismertetesre kerulo tisztitasi eljaras alkalmaza- 
sa mellett. A szokasos HPLC eljarasoknal jellemzoen alkalmazott 
kisebb csomerettel rendkivul nehez volna ilyen nagy aramlasi sebes- 
seget elerni, ennek megfeleloen a tisztitasi eljaras elvegzese nagyon 
nehezkesse valna. 

Az 1. abran a minta izoialasi utvonala lathato a HPLC eljaras- 
ban. Injektalas utan az A oszlopon a gradiens-szivattyubol erkezo 
oldoszerrel elvalasztjuk a komponenseket, kozben a B oszlopot 
ujraekvilibralaljuk egy ekvilibralo sztvattyuvat. Ezt a muveletet egy 
10 portos Rheodyne kapcsoloszelep szabalyozza. Az elvalasztott 
komponensek egy UV dioda rendszeru detektorba, majd az 



elvalasztodobozba jutnak. Az elvalasztodoboznal a folyadekaram 
megosztasi aranya 1:1000. Csak az egyik resz megy az MS detektor- 
ba, a tobbit a hulladektartalyba vezetjiik. A kerdeses vegyuiet UV 
vagy MS detektorral torteno eszlelesekor a frakcioszedo mukodesbe 
iep es mintat gyujt. Az MS detektorba juto aramot egy htgitoszivattyii 
higitja 1,5 ml/perc aramlasi sebesseggel az eiektrospray (ESP) 
szondahoz. Ezutan a higitott folyadekaramot egy masodik elagazas 
megosztja (Upchurch elagazas) es csak korulbelul 300 \i\ Iep be az 
ESP szondaba, a tobbi a hulladekba kerul. Az atmoszferikus nyoma- 
son mukodo kemiai ionizalo (APCI) szondahoz nines szukseg maso-_ 
dik elagazasra. A gradiens szivattyut Unipoint szoftver alkalmazasa- 
val szabalyozzuk. 

Az MS detektorban a csucs eszlelese es a frakcioszedo elerese 
kozott kesleltetesi idd Iep fet, es egy tovabbi kesleltetesi idovel keil 
szamolni az UV detektor es az MS detektor kozott. Ezt kumarin stan- 
darddal hatarozzuk meg 50/50 aranyu metanol/viz osszetetelu mo- 
bilfazis alkalmazasaval, ahogy az a 9. tablazatban lathato. 



9. Tablazat 



Szonda 


Gradiens 
aramlasi se- 
besseg 
(ml/perc) 


Betaplaiasi 
aramlasi se- 
besseg 
(ml/perc 


Kesleltetesi 
ido (sec) 
MS-FC 


Kesleltetesi 
ido (sec) 
UV-MS 


ESP 


22 


1,5 


20 


3,5 




28 


1,5 


15 


9 




30 


1,5 


15 


9 












APCI 


22 


0,5 


12 


23 




28 


0,5 


15 


12 




30 


0,5 


15 


12 



A tomegspektometeren tomegkalibraciot hajtunk vegre PEG 200- 
tol PEG 1000-ig a kesleltetesi ido meghatarozasa elott. A tomeg- 



4.U 



spektrometert kulonbozo aramlasi sebessegeknel ket szondaval be- 
allttjuk. 

A HPLC oszlopon kulonbozo vegyuleteket juttatunk at az itt is- 
mertetett eljarassal. A vegyuletek molekulatomege a 100 g/mol es 
650 g/mol kozotti, a mintameret 0,1 mg es 200 mg kozotti es az in- 
jekcios terfogat 50 nl es 2000 kozotti. 

Az alabbi peldaban a nagy atmend teljesitmenyu tisztttasi elja- 
ras alkalmazasat mutatjuk be. 

2. Petda: Kis vegyuletkonyvtar ttsztitasa 

Kivalasztjuk a vegyiiletkonyvtarat es 5 vegyiiletet vizsgalunk- 
TLC eljarassal. Eluenskent 80/20 aranyii metanol/viz elegyet hasz- 
nalunk. A TLC kromatografia eredmenye a 2. abran lathato. 

Kiszamitjuk a TLC eljaras Rf ertekeit, ezek 0,11 koruli ertekek 
es osszhangban vannak az elozoleg meghatarozott anaiitikal HPLC 
eljarassal (II es III eljaras az 1. peldaban). A II es III eljarast kulon 
ertekeljuk es meghatarozzuk, hogy melyik eredmenyez jobb elva- 
lasztast. A kromatogramok azt mutatjak, hogy a II eljaras alkalma- 
sabb a vegyulet szennyezodeseeinek eltavolitasara. 

A kerdeses vegyuletet preparatlv HPLC oszlopon tisztltjuk 2 ml 
injekcios terfogat es 150 mg vegyulet/2 ml dimetilformamid koncent- 
racioban. A vegyuletek retencios ideje preparativ HPLC oszlopon 3 
perc es 3,5 perc kozotti, ahogy ez a 3. abran lathato. 

A reprezentativ vegyiiletminta ttsztitasa utan a TLC eljarast a 
teljes konyvtaron elvegezzuk. A TLC eljaras eredmenye azt mutatja, 
hogy az osszes kerdeses vegyulet korulbelul ugyanolyan Rf erteknel 
(korulbelul 0,1) elualodik, ahogy ez a 4. abran lathato. 

A konyvtar mind a 450 vegyuleten preparativ HPLC eljarast 
hajtunk vegre, igy 91 % kozepes tisztasagot kapunk, a kozepes ki- 
termeles 28 mg. A vegyuletek 85 %-anak tisztasaga nagyobb 95 %. 



A szakteruletert jaratos szemely szamara nyilvanval6 vagy rutin- 
kiserletekkel konnyen kidolgozhato a talaimanyunk szerinti megoldas 
egyes megvalositasi modjainak szamos ekvivalense. Ezek az ekvi- 
valensek is beietartoznak igenypontjaink oltalmi korebe. 



Szabadaimi igenypontok 



1. Eljaras egy vagy tobb szerves vegyiilet tisztitasara es/vagy 
jellemzesere, azzal jellemezve, hogy 

a) kivalasztjuk a tisztitando vegyuietek konyvtarat, 

b) a konyvtar reprezentativ mintajat vekonyreteg-kromatografias 
(TLC) es/vagy analitikai nagy felbontokepessegu folyadekkromatog- 
rafias (HPLC) eljarasnak vetjuk aid, ahol a minta a konyvtar keve- 
sebb, mint 10 %-at tartalmazza, 

c) a reprezentativ minta analitikai HPLC oszloprol tdrteno_ 
elualodasatol es/vagy a minta TLC lemezen torteno elmozdulasatol 
fuggden meghatarozzuk a megfelelo preparativ HPLC eljarast, es 

d) a teljes vagy Ienyegeben teljes konyvtarat tisztitjuk, 

ahol a megfelelo preparativ HPLC eljarast analitikai HPLC eseten a 
retencios idok harom vagy tobb zonaja kozotti osszefugges alapjan 
es/vagy TLC eseten a retencios faktorok harom vagy tobb zonaja ko- 
zotti osszefugges alapjan hatarozzuk meg, oly modon, hogyha a rep- 
rezentativ minta Ienyegeben osszes vegyulete egy meghatarozott 
zonaba esik, akkor egy megfelelo preparativ HPLC protokoll hasz- 
nalhato a zonaba eso vegyuietek tisztitasara. 

2. Az 1. igenypont szerinti eljaras, azzal jetlemezve, hogy az 
a) lepesben mind analitikai HPLC eljarast, mind TLC eljarast veg- 
zunk. 

3. Az 1. igenypont szerinti eljaras, azzal jetlemez, hogy a rep- 
rezentativ mintat preparativ HPLC eljarassal tisztltjuk a teljes vagy 
Ienyegeben teljes konyvtar tisztitasa elott. 

4. A 3. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a rep- 
rezentativ minta tisztitasa utan meghatarozzuk a mintaban levo ve- 
gyuietek tisztasagat. 



5. A 4. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a 
tisztasag meghatarozasa utan a konyvtar 10 % es 100 % kozotti ha- 
nyadat TLC eljarasnak vetjiik ala az a) lepesben alkalmazott TLC el- 
jarassal azonos vagy lenyegeben azonos korulmenyek kozott. 

6. Az 5. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a 
reprezentativ minta es a konyvtar 10 %-a es 100 %-a kozotti hanya- 
danak TLC eredmenyet osszehasonlitjuk. 

7. Az 5. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a 
konyvtar 50 %-a es 100 %-a kozotti hanyadat TLC eljarassal anali- 
zaljuk. 

8. A 6. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy 
amennyiben a reprezentativ minta es a konyvtar 10 % es 100 % ko- 
zotti hanyadanak TLC vizsgalata azt mutatja, hogy a vegyuletek 
ugyanazon zonaban mozdulnak el, akkor a teljes konyvtarat 
preparativ HPLC eljarassal tisztitjuk. 

9. A 6. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy 
amennyiben a reprezentativ rninta es a konyvtar 10 % es 100 % ko- 
zotti hanyadanak TLC vizsgalata azt mutatja, hogy a vegyiiletek nem 
azonos zonaban mozdulnak el, akkor a teljes konyvtar preparativ 
HPLC eljarassal torteno tisztitasa soran egy masik eljarasvaltozatot 
hasznalunk. 

10. Az 1. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy rep- 
rezentativ mintakent a teljes konyvtar 2 % es 5 % kozotti hanyadat 
hasznaijuk. 

11. Az 1. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a 
teljes vagy a lenyegeben teljes konyvtar preparativ HPLC vizsgaiata 
soran a frakcioszedest akkor kezdjuk meg, amikor a preparativ HPLC 
oszloprol elualodo mint&ban levo kerdeses vegyulet jelenletet ultra- 



ibolya (UV) es/vagy tomegspektrometrias (MS) detektalassal eszlel- 



12. Az 1. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a 
preparativ HPLC eljarassal tisztitott osszes vagy lenyegeben osszes 
vegyulet tisztasaga 90 %-osnal nagyobb. 

13. A 12. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy 
amennyiben analitikai HPLC vizsgalatot vegzunk, ezt csak a repre- 
zentativ mintan vegezzuk a preparativ HPLC eljaras elott. 



juk. 




A meghatalmazott: 



47. 




Dr. Fehervari Flora 
szabadalmi ugyvivo 
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l.ABRA 



Ujra 

ekvilihrfilo 
srivattyti 



Gr. szivattyu A 



1 


Gr. szivattyti B 


Injektor 


- Keverd 



Frakci6szed6 




2. ABRA 




tir 



'A 



3. ABRA 



2/2 




5 6 




idd/perc 



5 6 



id6/perc 



4. ABRA 




Nagy felbontokepessegu folyadekkromatografiai mddszer szerves 

vegyuletek felbontasara 



Kivonat 



A talalmany nagyszamii rokonvegyulet, elso sorban kombinatori 



kai konyvtarakban torteno alkalmazasra eloallitott vegyuletek tiszti- 
tasara es/vagy jellemzesere alkaimas nagy felbontokepessegu kro- 
matografias eljarasra vonatkozik. A vegyuleteket felpreparativ vagy 
preparativ meretekben tisztitjak, igy minimalis kezeloi kozremuko- 
dessel 90 %-nal nagyobb tisztasagu kombinatorikai konyvtarak allit- 
hatok eld. 
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